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ABSTHACT

Several aalinity and temperature values scting on tha
magive development of the microalgae Tetranelmis ap, {Prasi-
nophyceue) ware examined in order to obtain the optimum le~
vels of tha factoruy affscting ita growth,

A poliuretans-foam incubator was constructed with a
viem to naintain constant the two parameters undur study,

Salinity experiments were conducted at gsix different
concentrationa: 5, 10, 15, 20, 25 and 30% ., {ppt), whila
the values of temperature, being five, wuro! 20, 22.%5, 29,
27.% and 30°C degrees, ALl the assays were mads by triplica-
te and with a teat group each.

Salinity test results were ns followa: at 25 9/99 the
nhigheat density algas of 45.831104 calls./ml,, was found du-
ring the fifth day, while tha bost growth at }0°/99 of
46.5%10% cella./ml. and of the test group (33°/°°) of 37,16
xIO4 cells./ml., were reached during the tifth day too., Fur-
ther statistical analyais showed no aignificative difference
wich meuna that the above mentioned concentrutions rangs re-
prasents the optimum level arowth.

On tha other hand, temperature essanys showed 20°, 22.5°
25% and teat group {28329C) as optimum graudients, in wich the
highest density were found during the seventh day, being
64.05%10%, 65,22x10%, 48.99x10% und 53.99x10% celle,/ml. rea-
pectively, showing no evidence of statisticul daiffarence,
Thege temparature degrees runge are rapresenting the opti~
mum leval growth for Tetrasslmin ap,



ABSTRACT

Several salinity und temperature valuaa acting on the
magive davalopment of the microalazns Tetraselmis ap, {Prasi-
nophycene) ware examined in order to obtain the optimum le-
vels of the fuctors affecting its arowth.

A poliuretane~foam incubator was constructed with a
view to maintain constant the two paramaters undur atudy,

Salinity experiments were conducted at six different
concentrationat 5, 10, 15, 20, 2% and 30°/,, {ppt), while
the values of temperature, being five, wure! 20, 22.5, 295,
27.5 and 30°C degrees, All the assays wera mande by triplica-
te and with a teat group each.

Selinity teat results wers na followa: at 25 0/00 the
higheat density algus of 45.8]1104 calls./ml., was found du-
ring the fifth day, while the hast growth at 30°/9% of
46.5x10% cells./al. und of the teat group {338/°°) of 37,16
x10% cells./ml., wera reached during the fifih day toe. Pur-
ther etatistical analysis ahowed no significative difference
wich meuna that the above mentioned concentrutions runge re-
presentn the optimum Yevel growth.

On tha other hand, temperature sssays showed 20°, 22,5°
25¢ and teat group (2B¥2°C) &9 optimum graudientu, in wich the
highest density wers found during the neventh day, baing
64.05x10%, €5.22x10%, 48.99x10% and 53.99x10% cells./ml. res- |
psctively, showing no evidence of statinticul difference,
These temparature degrees runge are representing the opti~
mum level growth for Tetraselmiu sp.



CAPITULO I
INTRODUCCION

Todos los organinmos estdn sometidos a la accidén de los
tactoras del medio ambiente que los rodea y aunque los seres
vivos sean aparentemente esclavos del medio ffsico, estos se
adaptan para atonuar los efectos que les représenten una li-
mitante como pusvde ser: luz, temperatura, nutrientes,

De esta forma, todos lop factores marcan l{mites de to-
lerancia o resistencia en la relacidén medio ambiente-organip
mo. Estoas lfmites de toleranciam eatdn representados més esps
cfficamente por 1fneas miximas y wfnimas de producoidn y cre
cimiento., Y ontre eotos dog nivelen se cncuentra Lo que so
conoce como el punto Sptimo, en el ousl los organismos se ox
proson al mdximo bioldégicamente hablando,

Para conocer los lfumites mdximos y minimos de orecimien
to se practican los estudioe llamados "pruebus de tensién",
con lop cuales ae conocen log rangoe en que los organismos
puoden oxistir.

Pura lu clorofita wmarinag Tetranelmie ep. (Pracinofi-
oeae), ya se han eatablecido li{mites de tolurancia de algu~
nos factores como; temperatura, salinidad, intensidad lumine
pa y potencial hidrégeno (pH). Sin ombargo y debido a la
gran importancia que dicha microalga ha estado adquiriendo
on el campo de la acuiculturs a nivel mundial couwo alimento
natural para larvao de crustdceos, moluscon o inclunive de
peces, 08 necepario conocer su nivel dptimo de creoimiento
bajo la eccidén de los diveruos factores, y as{ obtener la ma
yor produccién posidle de pu cultivo.



Adends de ser til en la larvicultura come primer esla-
bén alimenticio, su nivel protefco 1a proyacta cowo fuente
natursl de alimento para otro tipo de organismos e inclusive
para el hombre mismo,.

ElL ohjetive de este trabajo es el de conocer 1o nives
les de palinidad y temperatura que estimulen el dptimo crecy
niento de Totrasolmis sp., reflejdndose en 1n densidad mdxi-
wa. De eata forme se espera contribuir a un mejor aprovecha-
miento ﬂe eata nlga en las dreas de produccidn alimentaria
wencionadas y en aquellas en las que sea susceptidle a utily
zarse,




CAPITULO IX
ANTECEDENTES

Durantoe mucho tiempo se han estudimdo a las microalgas
tratando de mantener lag condiciones lo mds cercanc posible
a las establecidan por la naturaleza. Los primeros ostudios
realizados fueron eneayon llevados s oabo bajo condiciones
ogstdtican do cultivo (Warburg, 1919, en Villegamas, 1984). Hoy
en dfa sc contompla 1a posibilidad de cultivarlus masivemen-
te y dirigir onos enfuerzos para resolver problomas do ali-
mentacidn y contaminacidn (Goldman, 1978).

Sin embargo existen microalgas que por sus carscterf{sti
cas morfoldgicas y fisioldgicas no son capaces do soportar
los cambion o que son sometidos bajo condiciones de cultivo
taloo como la reduccidn de espacio, el uso de quimicos y mo-
dios mmortiguantes, que son algunos factores que tienen ac-
oidn directa pobre el desarrollo y crecimiento de las algae
unicelulares (Ukeleo, 1976).

Tetraselmio sp. es una clorofita que pertenece a 1a fa-
wilia de Las Prasinoficeas (Villegss, 1984; Okauchi y Pukus-
ho, 1982), commopolita (Woison o%'al, 1985), y se caracteriza
por ser una alga uniceluler, oval, con una depresidn apendi-
cular, cuatro flagelos de igual tmmafio, con un cloroplasto
sencillo y une mencha ocular de color naranje (FPrescott,
1979; Wikfors et al, 19684). Por otro lado apte gdnero es re-
portado on muchos trabajos como Platymonas sp.; Criffith y
colaboradores (1973}, hocen mencidn sobre la homologfa o es-
te respecto. De ser considerada por mucho tiempo dentro de
la familia Cloroficeae, actualmente se encuentra colocada en
la familin Prosinoficeae.




Se han practicado en esta microalge lom llamados estu-
dios o pruebas de tensién conocidndose de estm forma algu-
nos de sus rangoes mdximoe y minimos de tolerancia para vae
rios factores. Por ejemplo, Tolraselmis tethrathele es un
alga considerada euritéramica ya que croce entre Los 5°C y
33°C; eurihialina porque ce desarrolla de los 10 a los
34.7 %o0; tolera amplioa rangos de pH (5-10), y ademnds ao-
porta baja intensidad Lumfnica (hasta 150 luxs) (Okauchi y
Pukusho, 1982).

Ukeles (1961), obamervé que el género Platymonus sp. ep
capaz de volver g crecer normalmente después do ser tranafe-
rida de 35°C a 20.5°C. Se ha conclufdo también que con abun-
danten nutrientes logra sobrevivir entre los 15 y 32°C
(Wetso et al, 1985). Prosentn un ptimo crecimiento manifes-
tado por un rango de .55 de divipién celular dlaria cuando
e uaa como macronutriente el nitrato de modio (NoNO.), 8 ue
na concentracién do 2, 4 y 8 milinormol (owN) manteniendo la
salinidad entre 25-35 ®/co (Pabrogas et ml, 1984).

Bn relecién o los sppectos nutricionales, experimentale
mente se conoluyé que para alcanzar el dptimo crecimivnto de
Totrnselmis ap. bajo condiciones de cultivo, Belyunin y cola
voradoren (1979), reportan las sigulenten cantidados de meta
les traza: 4,0, .25, .125 y .1 mg./Lt. para Pe, Mn, Co y Mo
respectivemente. Ademds se ha sometido a dietas con diferen-
ten rangos de nitrégeno-féeforo (N/P) encontrando que se de-
sarrolle al méximo cuando dicho rango 63 igual a 4.59 (Coe-
mock, 1981).

Estudios bromatoldgicon realizados en Tetramelmis pueci-
ca han arrojado 1oo siguientes resultados: 64.4% de protef-
nes, 10.7% de carbohidratos, 23.4% de L{pidos y 9.8% de ceny




288} eato siempre y cuando se wantenga bajo condiclones sufi
cientea de nitréceno (Thomas gt al, 1984)., Si estos resulta-
doa son comparados con los obtenidos para otras algas eo ob-
perva que el gen. Totlraselmis eo un organismo con excelentes
cualidedos nutricionules pare aprovecharse en muchas y diver
sns actividades adends de presentar gran adaptabilidad a las
aondicionss de cultive (Griffith et al, 1973; Helm gt al,
1979; Trotta, 1983), Por estas razopes, Toiraseluis on conel
derada como una microslge muy importente para el cultivo da
rotiferoa, copépodos, anostrdcos y para la produceidn de po-
milla de moluscos, crusticeos decdpodos y peces. Esto nosm in
dica gque su importancia octual radica principalumente en el f
rea de la larvicultura {Guurrero y Villogas, 1982).

Eatudios comparativos ge han realizado con Tetruselmis
tetrathels y Chlorecllas sp. usados como alimento pura el rotf
fero Brachionug plicntilis, concluyéndose que la primern de
ellag estiwula el crecioiento en tumafio del rotf{fero en
12,9% y aumenta ou rengo de crecinmiento lognritmiop et .24~
.49 en relacidén sl producide por Chlorclla sp., {.16-.47) (0~
kauchi y Fukusho, 19843 Hirano e Mirasynma, 1984). Egta espe-
cie de Tetranelmis 1legs a alcanzar densidades de 2.7 a
4.5x10% cdlulas/ul., demoptrundo una vez wdp ver un orgunis-
mo susceptible a ser cultivado (Griffith et al, 1873).

Trotta (1983), demostrd quo Tetreselmis suecicn se pué-
de cultivar con los winimos cuidados posibles y lograr ade~
mds una densidad cosechada de rotiferos de 400 orgunismop/ml
cuando son alimentados con diche wicrealga.

Para las lorvas de lenpuado (Paralichthys olivaceus), ¥
de sargoe (Pagrus mojor), Tetrugelmis tetrathele ha demostra-
do ser un excelente nliwento llegdndopele a considerar como




sustituto de Chlorella ap. (Fukusho et sl, 1984, 1985).

Criffith y colavoradores (1973) la mencionan como una
fuente nntural directa parn alimentar larvas de cawmarén blug
co del Atldntice (Penagus setiferus) y del cemardn café del
Colfo de México (P. aztecus), observando ademfs que el creci
miento y desarrollo de estos penneidos es mds rdpido que
cuando son alimentados con Skelotonemn cogtntum.

Y no 8élo esta microalpga es importante desde el punto
de vista de la aculcultura sino que debido s la gran versati
1lidad para ser integrada junto con otras microalgas a siste~
mpas de amplia utilidad, es posille usarlas para polventsr al
gunoe problepns del medio ambiente tales como: tratawiento
de oguas negrnp, renovocidn de agun, reciclaje de nutrien-
tes, alimentacidn humana y bioconversidn de energfa solar
(Goldman, 1978}.



. CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1, Obtencidn de la cepa. .

La cepa de la micrcalga Tetrnseluis sp. fue obteni~
da como upna donacilén dol Laboratorio de Acuscultura dentro
del programa Pider-Pesca con base en Sen Blas, Nayearis, Méxl
eo0, al Loboratoric de Ciencios Marinas de la Universidad Au~
ténoma de Cusdalajara.

3.2. Incubadora.

Para el mojor control de log faotores tanto comsian _
tes come oxperimentales del cultivo, se construyd una incuba-
dora de espuma de poliuretano color blance de 30x60x60 cma.
presontando sdemds, las siguientes caracterfoticas:

a) Dos capaa de agpumn de poliuretano en todes sus.
paredes; cada capa de 2.5 cms. de grosor.

b} Con 61 objeto de mantener la temperatura o ilumi
nacidn lo wds constente posidle, se forrd La incubadora con
pldstico oolor negro en todue sus parcdes externas.

' c¢} En ol interior de éetn se inetald el sistema de
iluminacidn que consts de dos ldmparas fluorescentes tipo
luz de dfa, merca S0LAR, de 20 wattg cuads una. Bstus se en~
cuentran soportadas an un armazén de madera, en el cusl ade-
wds ge colocd un ventilador marce Muffin a fin de disipar el
oslor irradiado por dichas lémparas y ovitar que alteren la
temporatura de lpcubacién durante los ensayog.

d) Un contenedor de acrflico color perla de 45x30x
10 cms, fue colocnde en el interior de la incubadora junto
con un calentador/circulador warce Thermomix 1419 para mante
neyr 1a temperatura depensda on 81 transourso de log enesyas
(Pigura n.- 1),
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3.3, Medio nutritivo y trutamiento de agua salada.

El medio nutritivo usado fue el medio £ propuesto

por Guillard (1975), con algunas modificaciones debido a la

caroncia de los compuestos originales, teniendo ademds, cui-
dado de no alterar las propiedadea qufmicas de los elementos
sustitufdos. Por ejemplo, una sal siempre fue pustitufda por
otra pal mantenjiendo sl metal como base.

En la table n.- 1 que se presenta a continuacidn,

8o ilustran los componentes del medic £, del modio £ modifi-
cado y de sus cantidades.

Medio £ Cantidad Medio £ modifioado
Sol. 1 NaliO, 150 g/1t KNQJ
Sol. 2 } NaH,PO, 10 g/1% Na,HPO,
Sol. 3' | Nasi0, 30-60 g/t
Cuso, 1.96 &/t CuCl,
ZnS0y 44 M 2n(NO, ),
Sol. 4 CoCl, 2.0 " CoS0,
NnCl, 36.0 " MnCl,
Na, K00, 1.26 " (1M,), MoO,

Medio £ | Medio f modificado

Biotina cristalizada| 1 mg/l%
Sol. 5 [‘By, cristalizadal 1 4.1665 mog/1t
Tismina hidroclorada| 200 * .833 mg/1t
By 4165 "
Tabla n.- 1 Componentes del medio f, medio £ modifiocado y

guo cantidades,

®NoTA: La solucidn 3 es omitida debido a que este compuesto
es usado en los cultivos de diatomeas de manora espe-

cifica,

10



De La asolucidn 4 se obtienen 5 soluciones prima-
rias. La solucidn de metales traza es hecha por la mezcla de
1 wl. de cada solucidén primaria mds 10 gr. de Fo secuestrado
{el cual se prepara con 2.4 g/lt. de PeCl,, 1.86 g/1t. do 4-
cido etilendianinotetracetico disddico (HnZEDTA). y 1000 wl,
de egua destilada), aforando a 1 1t. de agus marina filtra-
da.

Para preparar el medio nutritivo se toma 1 ml, de
cada una de las soluciones y se agregan a 1000 ml, de agua
marina, la cual ee trutada de la siguiente manera: oe pasa
del medio matural a través de un filtro marca Hydro-myte
mod. HH100 para captar o retener partfculas de hasta 16/,
deapuds por un filtro de cartucho warca PILVAC para partfcu-
las wayores de 5/, y finalmente es tratada por lu radiacidn
de una ldapara ultravioleta marca Industrias Groth para este
rilizarla.

Todo el material de oristalerfa, al igual que las
goluciones del medio nutritivo fueron esterilizados oon un
autoclave Magio-Seal mod. 5-12 a 15 libras de presién duran-
te 15 minutos previo a la raalizaciédn de los ensayos.

3.4. Experimentos con saliunidad.

Seis concentraciones de salinidad se exawinaron: §
10, 15, 20, 25 y 30 °/oo. Dichas concentraciones fueron ajus
tadas por madio de un salinbmetro marce YSI mod. 33. Las na~
1inidades mds bajes se alcanzaron por la dilucién de agua ma
rina filtrada con agua destilada,

Los engayos fueron llevados a cabo en matraces de
vidrio Erlenmeyer de 250 ml., praotiocdndose por triplicado y
con grupo control, los cuales se wantuvieron a una salinidad
de 33 9/oc (salinidad del wedio ambiente). Cada matraz oonta
nfa 150 ml. de medio nutritivo inoculado con una denpidad i-
aicial de 2x104% células/ml.

11



3.5. Experimentos con temperatura.

Los cinco gradientes de temperatura weasdos para eg
te estudio fueron los siguientes: 20°, 22.5°, 25°, 27.5° y
30°C. Los watraces de vidrio de 250 ml. fueron colocadoa en
ol contenedor de acrflico, donde la temperatura fue regulada
por el uso de un calentador/circulador marca Thermomix 1419.

Cada uno de estos gradientes se practicdé también
por triplicado ,con grupo control, el cusl se mantuvo a la
temperatura ambiental (28¥2°C),

También en eotos ennayos los matraces se llenaron
a 150 ml. inoculados con una densidad inicial de 2x104 célu~
lap/ml,

Clertas coracter{sticas y pardmetros permanecieron
conptanteo para los opoayos tanto de temperatura como de pa-
linidad:

a) La cepa madre se mantuve bajo lag niguientea
condicionen: temperatura 25°C; salinidad 33 ©/oo; pH 7.5:.53
1luminacidn nJ 2500 luxs; fotoperidioocidad 12 horas luz: 12
horas oscuridad.

b) EL indculo para todog loa ensayos se encontrd
siempre en fapse de crecimiento exponencial, .

¢) Las condiciones conatantes de cultivo durante
1os ensayosy de toemperatura y salinidad fueron las siguien-
tep: fotoporidiocidad 12 horas luz: 12 horas osocuridad; ilu-
minacidn ry 2000 luxs (Castrillén et al, 1975); pH 7.5%.5. Eg
te dltimo se obiuvoe con el uoco de un potencidmetro digital
Markson mod. 33.

d) Pura que todon lod matraces reoibieran igual
cantidad de luz y houmogenizacidén de nutrientes, se rotaron
de pooicidn y agltaron monualuente tres voces al dfa.

12
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3.6. Conteo.

Las densidades de Tetruselmis sp. en cada experi-
mento fueron determinadas por el uso de un hemocitémetro
Amarican Optical de ,1mm de profundidad mod, Dright-Line
¥ un microscopio compuasto Baush&Lomb {objetive 40x).

Alicuctaa de dos ml, eran extraidas a diario de
los matracés examinados y tratados con ,Iml. de formalina
al 104 para inmovilizar a las células,

Se realizaron un total de 18 conteoa diarios por
cada unoc de los vulorea de salinidad y temperaturu estudia-~
dos hasta que el cultivo alcunzura la fase de muerte.

3.7. Andligie de datos.

Una vez obteniendo lon promedios de los conteos
para cada valor estudindo, se aplicaron los nigulentesn
andlisis estad{eticos: andlisis de varianza, regresién
lineal, andliais .de correlacién, l{mites de confianza y
Prusba de Tukey (Reyes, 1930). Fatos se realizaron con
una calculadera manual marca Texas Instrument, mod., TL-
3o,



CAPITULO IV
. RESULTADOD

Los resultados obtenidos en los experimentos de saliniw
dad y temperatura en base a los promedios calculados de los
conteos diarios realizados para cada valor experimentado se
muestran en las tablas n> 2 y n= 3. Todas lae cifras presen-
tadas en dichas tadblas exprapan la densidad x104 oélulas por
mililitro (cel./ml.) de Totraselmis ap,

Las gréficas n® 1 y n* 2 ilustran las curvas de oreciw
miento de la microalga representando también los promedios
:de los contecs diarios.

Dichos promedios fueron sometidos primeramente a un con
traste de hipdtesis (ts), donde todos loa gradientes de tem-
peratura y todas las concentraciones de salinidad se ocoutras

" taron para determinar si cada uno de Loa dos factores estu=
dindos ejercfan un efecto diferente e independiente, entre
8{ mismos, sobre el crocimionto de Tetraselmie ap,

Para efocto do dioho andlisis se caloularon los eiguien
teg valores para las temperaturas: media (X,), varianza (8}))
y midmero .total de observaciones (mn.), (1),

X, = 32.55,
(1) 8} = 263,07,
'nl a 56, f

asimismo, para las salinidades (2),

Y. = 22.31,
(2) S5 = 191.73,"



sal.

%00 10°/ 00 15%/00 20900 25 é/oo 30% 00 gégg?rol
dias 339% 00

1 776 4.34 12.33 32.0 26,38 3.5 20.82
? 8.89 1512 22,55 22.32 28.72 30.38 26.6

3 15.6 22,27 19,21 21,77 37,49 40,05 43.05
4 12,6 19,61 15.66 31,33 39.61 38,99 44.97
5 7.72 727 4.77 313 45,83 465 3716
6 333 20 99 3116 42,72 4394 3088
7 54 kY .05 3088 32.05 36.83 25.96
8 3216 2916 35.33 18.69
9 16.33 16.72 18.33 1.33
10 7.0 9.0 10.71 5.6

Tabla n.-2 Valores promedio de las concentracignes de salinidad. (X10%cet./mi)




{emp grupo
ias 20°C 22.5%C 25°C 27.5°C 30°C (cggg;gé)
1 18.16 2005 3055 1.10 18.83 22.05
2 28,6 26.44 29.26 23,94 26.38 29,97
3 3955 37.77 41.44 44,66 28.94 28,44
4 47.05 46.10 48.60 39.94 22.99 41.94
5 49,66 41.99 46.16 28.16 21.49 46.2°2

G 56.88 48.94 4710 14.66 12.33 4411
7 64.05 65.22 48.99 2.94 6.22 54.0
8 54,05 5110 36.83 .55 2.0 50,77
9 3044 31,77 22,66 - 2708
10 16.6 13.05 10,33 13.05
n.-3 Valores promedio de los gradientes de temperatura. (X10*cel/ml.)
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Grdfica n.-1 Curvas de crecimiento de los valores promedio de las
concentraciones de salinidad,
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n, = 61,

para finalmente aplicar la fdérmula de contraste sobre los re
spultados anteriores (3):

(3) te = (xl- x:)

’ STA‘I + S%t

Fl valor de t observada obtenido de la fdrmula enterior
fue’ de 3.59. Mientras que el valor de t crftica obtenido de
las tablas para andlisis de t, considerando un coefioiente
de confiabilidad de 95% (~= ,05) y grados de libertad igual a
la suma del nuimero total de observaciones de salinidad y tem
peratura menos 2 (gl=n,+ n, - 2), fué t .05 (115)= 1.98,

Se concluye que la t observada es mayor que la t orftica

(4):
(4) t obeervads 3.59 > & crftica,!.9®

y por lo tanto si oxiste diferencia significativa entre las
medias de tesperatura y salinidad.

Adendo del contraste de hipdtesis practicado a los Te=
pultados de los experimentos de salinidad y temperatura basa
dos on los prouedios de los conteos diarios, se realizdé ocon
éatoa, separadamente, un andlisis de varianza para comprodar
1la confiabilidad de los wmismos., La tabla n* 4 ilustra el re-
sultado del andlisis deo varianza para todos los gradlentes
de temperatura.



Origen de
la
variacién

Gradoe de
libertad
(1)

Suma de
cuadrados
(sC)

Wedia
cuadratica
(KC)

Valor de F

Yariacién
entre to-
das lasn
tomperatu
ras

4143.41

828.68

4.012(%)

Yariacién
entre ca-
da una de
las tempe
raturas

50

10325.51

206.51

Variacidn
total

55

14468.,92

Tabla n° 4 Andlisis de varianza entre todos los gruhiantas
de temperatura.

Tambidn pera este andliois ontadfetico se oonoiderd un

cooficiente de confimbilidad de 95%. EL valor erftico para F
obtenido en lupg tablag correspondienten fue” de: F .05(5,50)=
2.45. Da amcuerdo al valor de F observada se expresa que (5):

por lo que exipte una ligera(+) diferencia eignificativa en-
tre los valores obtonidos para los gradisvntes de temperatura

tratadoa.

(5}

P obaervada 4.012 ) F critica 2.45,

.



Todoa loa valores promedio de las concentraciones de sa
linidad fueron sometidos tambidn a un andélisls de varianza.
La tabla n: 5 muestra el resultade de dicho andlisis.

Origen de
la
variacién

Gradeos de
libertad
(1)

Suma de
cuadradon
(s¢)

Media
cuadratica
(nc)

Yalor de F

Variacién
entre to-
dap las
ealinida-
des

5857.38

976.23

9.33(*)

Variacién
entre ca-
da una de
las sali-
nidades

54

5646.7

104.56

Variacién
total

60

11504.08

Tabla ne § Andlisis de varianza entre todas las concentra-
ciones de salinidad.

Considerando nuevamente el coefiolente de confiabilided
de 95%, el valor crftico de P .05(6,54) fue’de 2.34, Y de a-
cuerdo al valor de P observado se puede deducir que {6):

(6)

P oboervada 9.33 > P erftica 2.34,
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por lo tanto, existe una diferencia significativa considera-
brel tt para los valores obtenidon entre lus concentraciones
de galinidad eatudiados.

Con el objeto de determinar el grado da similitud entre
las median de los vulores tanto de salinidad como de tempe=
ratura duruante los dfas en que se alcunzd mayor densidad,
ge aplicé la Prueba de Tukey de manera independiente para
cada pardmetro estudiado.

La tabla n* 6 muestra el resultado de la Prueba de
Tukey para los valores promedio de salinidad durante el quin-
to dfa de incubacidn.

Sal, | 30°/,, 25°/0o control 200/°° 59/50 109790 15%/4,
(330/00)

X 46.5  45.8) 37,16 .33 772 12T AT
477 | 41,73 41.06% 32.39° 26,56 2,95 2.5 0
7.27 | 39.23* 38.56% 29.89" 24,06 45 0
7.72 | 38.78* 38.11% 29.44% 23,61 0

3,33 15,17 14,5 5.83 0
3169034 8,67 0

45.83| .67 0 = 28.69 -
+p{0.05

46,5 [

Tabla n.-6, Heoultados de¢ lu Prueba de Tukey para los valo=-
res promedio de salinidad.
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Para los velorea promedio de temperatura durante el
aéptimo dfa de incubacidn, la tabla n,-7 representa el re-
sultado de la prueba de Tukey,

Temp.| 22,59 20° control 25° 30° 27,5¢
(28+20C)

X 65,22 64.05 53.99 48,99 6.22 2.94

+
2.94 | 62,28" 61,117 s51.01% " 46,05(3.28 o0

+
6.22 59 57.83% 47.77% 42.77| o©

48.99| 16,23 15.06 5 )
53,99| 11.23 10,06 0

64,05 1.17 0 W= 21,42

+p<0.05

65,22 0

Tabla n.-7,Resultados de la Prueba de Tukey pura los valo=-
res promedioc de temperatura.

Todos los valores expresados en las tablaw n.=6 y n,=~7
expresan las densidades promedio de célulae 1104/ nl,

Para efecto de demontrar estandfsticamente lu relacidn e-
xistents entre la variable dependiente 6 constante (tiempo
en dfas) y la independiente (crecimiento en densidad), se
considararon el gradiente de temperatura y lu concentracidn
de nalinidad que slcanzaron la mayor denaidad: 65.221104
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células/ul. para la temperatura de 22.5°C y 46.5x10% célu-
las/ml, para la salinidad de 30 9/oo. Sobre estos datos se
aplicaron regrepiones lineales, las cuales se prosentan a
continuacidén,

Para el gradiente de temperatura de 22.5°C la ecuacidn
de la regresidn Yec= a+bx, donde

Ye¢ = valor de la variable independiente,
a = punto de interseccién con Y,
pendiente,

= valor de la variamble dependiente,-

present$ los siguientes valores: a= 18.71, b= 5,22, confor-
mando agf la eouacidén de la regresidn (g);

(9) Ye = 18.71 + (5.22)x,

donde x ropresenta la serie de valores dependientes signifi-
cando el tiempo en dfas, La figura ns 2 muentra el diagrama
de los valores dispersos y la recta de regrohidn para la tem
peratura de 22.5°C en relacidn a los dfas de inoubacidén de
Tetraselmis op., demostrundo que existe relaoidn entre éntos.
Se obtuvieron taubién los lL{mites do confianza para la recta
de regresidn con la ecuacidn (10):

A l] ! (i- - )—( )‘ !
(10) Yit(n-z.-/nSM PN G (G

valor de la variable indepondiente obaservada,
n1,%4) = grados de libertad,

desviacidén estandar,

mimero de observaciones,

To= valor de la variable dependiente,

donde

-

S W ot



Yc=18,71¢5.22 X

re,896

£.0.=80.28%¢

-=~~Limites de confianza,

1 2 3 4 5 b 7 8
tiempo (dias),

Figura n.-2 Diagrama de dispersidn y recta de regresion de la
temperatura de mayor densidad  (22,5°C),



X = media,
€x = suma de las oboervaciones,
¢x*= puma de las obeervaciones al cuadrado,

y loa cuales se ilustran on la mioma figura n* 2,

Para comprobar el grado de relacién entre las variables
ge obtuvo ol coeficiente de correlacidn (r), para la regre-
8i6n lineal a partir de la férmula (11),

(11) r =\Jb .« b x/y
donde: b = Suma de las oboervacioncs de las variables de x,
¢ BUmA 06 LGv vuriables X aL cuadrado
b ¥y = suna_de lap_observaciones de las variables de X.¥
¥ = Guma o Las variables ¥ al cuadrado

y ouyo vualor fue de .8968 con respecto @ 1, Asimipmo oe Troa-
1126 un andliois para cstablecer el coeficiente de deteruina
e¢idn (C.D.) entre laa variables X y Y y establLecer el efeoto
de agentesn njenos sobre estas miomas. Do la férmula (12),

(12) ©.p, =2

x 100,

pe obtuvo que 80,287 de la respuestu de la vuriabley se de-
bid al efecto de la vuriable X, mientras que 19.72% fue debi
do o provocado a la accldn de ngentes ajenos a la variable
depondiente X.

Loe valores obtenidos en la ecuacidén de La regresidn pa-,

ra la concentracidn de 30 /oo de salinidad fueron de 27.64
para el punto de interseccién con Y y 3.12 paru la pendiente
conformando la siguiente ccuecidn (13),
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X = media,
¢x = spuma de las oboervaciones,
4x'= suma do lap observaciones al cuadrado,

¥ lop cuales se ilustran on la miomn figura ns 2,

Para comprobar el grado de relacidén entre las variadles
8e obtuvo ol coeficients de correlacidén (r), para la regre=
gién linesl a partir de la férmula (11),

(11) ¢ v . v xy

guma de lag observacioncs de lag vnriubleu de x.y

donde: b = oG Tho varlables X ul cuadrade

b ¥y = guna de las observaciones de las variablos de x.y
Y = Guma dc Las varisblos ¥ &l cuadrado

¥ ouyo vulor fue de .8968 con reespocto & 1, Asimipmo oo rea~
1iz6 un andlicle para ocatablecer el coeficlente de deteruina
eidn (C.D.) entre lao vurisbles X y Y y establecer el efeoto
de agentss ajenos sobre eatas mismas, Do la £érmula (12),

(12)  ©€.D, = r?

x 100,

pe obtuve que 80,28% de la respuesta de la vuriabley se de-
bid al efecto de la variable X, mientras que 19.72% fue debi
do ¢ provocado a la aceidn de mgentes ajenos a la variable
dependiente X.

Loo valores obtenidos en La ecuacidn de la regresidn pa-,

ra la concentracidn de 30 ©/oo de salinidad fueron de 27.64
para el punto de interseccién con Y y 3.12 para la pendionte
sonformando la siguiente ecumecién (13),



(13)  Yc = 27.64 + 3.12 X,

donde X repreeentn taubién, la serie de vulores dependien-
ten significando ol tiempo en dfas, El diagrama de disper-
pidn y recta de la regrepidn so ilustran en la fig, nt 3 y
muestra relacién entre las variables X y Y. Con la ecuacidn
(10) se obtuvieron los lfmites de confianza para la reota de
regresidn de la salinidad y se expresan en la misma figura.

A partir de la ecuacidn (11) se obtuvo el valor del cog
ficiente de correlacién entre los vulores de la variable X
(tiempo) y los valores de la variable Y (densidad). Este fue
de .899 en relacidn a 1. Y tanbién pars estos migmoe datos
se practicé el coeficiente de determinacidén (12), el cual ipn
dica que ol 80.98% de la respuesta de la variable Y es debi-
do al efecto de la variable X, mientras que el 19.02% 6p o~
fecto del medio scbre Y.

Pinalmonte y para determinar la posible relacién exis-
tente entre los valores de salinidad y temperatura 6ptimog
obtenidoo {30 °/oo y 22.5°C respectivamente), ge realizé con
éstos un andlisis de vurianza y un andlisis de correlacidn,

La tabla n2 8 ilustra el resultado del andlisls de vae

rianza para la teamperatura de 22.5°C y la salinidad de
30 %oo0.

Con un coeficiente de confiabilidad de 95% el valor de
P orftica fue de: (F .05(1,18)=) 2.34. Y de acuorde al valor
observado de P so deduce que {14),

(14) P oboorvada .66 ¢ P critica 2.34,
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salinidad de mayor densidad



Yy vor lo tanto no hey diferencia significativa entre la sali
uidad de 30 %00 y 1a tenperatura de 22.5°C,

Origen de | Grados de Suma de Hedia Valor de P
la libertad cundrados cuadratica
variacidn (gl) {sc) (ue)

Variacidn
entro tem
peratura 1 124 .1 124.1 .66
y salini- .
dad

Yariacién .
de tempe-
ratura y 18 3358,24 186,56
salinidad .
indepén-
diente

Yariacidn 19 482,35 '
total

Tabla n: 8 Andlisic de varianza ontre ol gradiente de tempo
ratura do 22.5°C y la concentracidn de 30 %/oo
de ealinidad.

£l ocoeficiente de correlacidn (r) para las 2 variables
indepondiontes de 30 ©/00 de salinided y 22,5°C de temperaty
ra, obtenido de la fdérmula (1s):

(15 r=fLu..
yeur vio

28
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donde y,= variable independiente 1,
Y1= variable independiente 2,

fue de ,667. Lo figurs n® 4 ilustra el diagrama de disper-
sidn correspondicnte.

Considerando que el valor de r a un nivel de confiabili
dad de 958 (4= .05) fuo’de ,632, y el valor de r observado
de 667, se expresa que (16):

(16)  .6672 .632(*),
demostrando asf{ que exiaste una correlacidn positiva alta(*)

entre los valores del gradiente 22.5°C de temperatura y la
concentracién 30 Yoo do salinidad.



re,667

J

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 GO 65 70 75 80
Temperatura con mayor densidad (22,5°C) X10%¢cel./ml.

Salinidad con mayor densidad (30°/a0) X10*cel./m!.

Figura n.-4 Diagrama de dispersion de correlacidn entre salinidad y
temperatura de mayor densidad,



CAPITULO V
DISCUSION

Fl wedio nutritivo utilizado en este trabajo fue una mo
dificacidn del medio £ propuesto por Guillard {1975). Se es-
oogid este medio como la base para La realizacién del proaen
te estudio por ner ampliamente recomendade por otros autores
como Subba Reo (1981), en el cultivo exitoso de algas unice-
lularoes marinas.

Lun modificaciones efectuadan consistieron en el cam-
bio de la mayorfa de los macronutrientes y metales traza.
Los resultados demostraron quoe este medio modificado contie-
ne todan las propiedodes adecuadas para la produccidép magiva
de La microalga Tetraselmis op.

Inclusive la concentracién de nitrégeno, el oual os li-
mitante on les especies marinans (Odum, 1972), es casl simi-
lar a 1a que contiencn diversos medioe nutritivos usados en
otron centros de investigacién como el Laboratorio Biolégioco
de Milford del Servicio Nacional de Pesquerfas Merinas en Co
nnecticut, E,U.A. (Wikfors, 1985, com. pers.).

Lo enterilizucidn en autoclave del medic nutritive es
indispensable por loa efectos que esto cuusa & los residuos
de materia orgdnica y microdesechos qufmicos, evitando preoi
pitaciones quo pudieran ser fuontos de alimento poco solu=-
blos para las microalgas cultivadas (Ukeles, 1976). Y por o-
tro lado, se ha tratado tanbidén lo roferente a la esteriliza
0ién del agua marina que sc vaya & utilizar en los cultivos,
A este respecto ol uso y eficicncia de las ldmparas ultravig
letn como eaterjilizadores ¢e ya ampliamente rocomendado por
varios sutores (Villegas, 1984).
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Se nha discutido bastante pobre la aireacién necesaria
en 1os cultives como una fuente de carbono o un removedor y
homogenizador de cultives, etc. Sin embargo, para contenedow
rea pequefloa como los matraces de 250 ml. utilizados en eete
experimento, basta le agitacidén manual diaris para que ooU-
rra la difuaidn completa de los nutrientes y evitar la decan
tacidn de los cultivos (Poniamgus y Bilekle, 1985).

En 1as observaciones realizedas durante el transourso
de los ensayos con diferentes copcantracivuvs de salinidad
fue notorio el cambio de tamafio ¢elular, Mientran que a mayo
res salinidades las cdlulas wostraban su tsmaflo normal de
12/ aproximadanente cuando las concentraciones oran mde baw=
Jas (5 /o0 y 10 %/00), le dimenoidn de lua microslgas se ra-
ducfa hasta v 7-8+ . Dicho fenémeno ss explica por la dife-
rencia de preasiones oombticas entre lap célules y el medio
mobiente provocando un estado de plasmdlisis celular {Gess-
ner y Schramm, 1370).

Asimismo hay que cansiderar que los cultivos no estaban
libres de bacterims, s decir, se trabajo con cultivos axéni
coe (Ukelen, 1961).

Dentro de loa resultados es notorioc que on las concen-
traciones de oalinidud 5, 10 y 15 %00 y los grndienteé do
tamperatura 27.5% y 10%, el clclo de vida de Tetraselmis
Bp. e reduce en tiempo a 7 y B dfaas respectivamente, en re-
lacidn a8l tiempo de 10 dfas resultantie para las concentragig
nes de sslinidad y los gradientea de temperatura cuandoc es-
tos pe ascercaban al nivel dptimo. Esto puede ser explicade
de acuerdo B loa criterios establecidos on la ley de Shel- -
ford (en Odum, 1972), la cual establece que exinten ciertos
1fuites para todoe los organismas, los cuales afectan direc-
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tamente ou expresidn bioldgica en el medio en que @e enowen~
tran. Asf, es .dgico pensar que mientras las condiciones se
agarquen 0 as oncueutren cercanas al limite méxime o minimo
ds tolerancis, dicha expresidn bioldglea se va reduciendo,
pudiendo ser raeconocide este efectc en loa experimentos rea-
lizados en el presente trabajo, sl mostrar el algn Tetrasel-
mis sp. un pobre crecimiento,

En loo resultados estadf{aticos, concretamente las regre
siones lineales, se obtuvieron diferentes diagramse de dip=~
pernoién con sua respectivas rectas para la temporaturs de
22,5°C y para la oalinidad de 30 ©/co. Las dos guardaronm un
gentido cgireohamunte ponitive, 1o cuel vignifica que la re-
1lacibn existente entro el porfode de incubacidn en dfee y la
méxina densidad de la microslga es baotante alta. Ente estre
clio sentido positivo do lma regresniones anteriores estd re-
prepentado por la tendencis del diagrama de digperaidn a for
war unu lfnea recta {Reyes, 1980; Barbancho, 1973).

En cuanto & loa resultados obtenidop para lan temperaty
ras es notorio que las wmuyores densidades fuvron alcunzadas
cusndo los gradientes eran mde bajoa {209 y 22,5°C). Y csto
ep dobido 8 1m ralacidn que la ftewperatura guarda oon la po~
lubilidad de los gaven como: 002, 02, ete., la cual catable~
ce que a menor tempersiura mayor ep la solubilidad gageosn.
De esta forma sumenta la capscidad fotosintdtica y la produa
¢ién maoiva del alga (Regan o Ivancic, 1983; Coeaner, 1970).

Para la salinidsd ee necesario tomar eu ouenta que Te-
traseluip ap., oo unk wicronlge merina y cosmopolits {Weleo,
1985), y quo ademds la salinidad 8 la que se mantuve la cepa
madre antes del eotudio conservabe la concentracifn natural
warina do & 33 %/oo. Eato concuerda can lop regultudos obte
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nidos para ese pardmetro.

Por sar Tetraselmia sp., une microalga con amplios mdr-
genea de dasarrollo en relmcidn a la salinidad y temperatu-
ra, no se outuvieron valores nislados representutivos sino
rangoa‘da crecigpientos 20°-258°C (inclusive el grupo control
de 28%2°C) en ls temperatura, y 25-30°/,, {inclusive el
grupo control de 33%/,.) en la salinidad, Cualquier organia=
mo que presente amplios rangos 6 1imites de tolerancia a loa
factores externos, es muy probable que su $ptimo aea repre-
pentado por un rango y no por un valor aislado.

La influencia de la mayor{u de loa factores dptimon oo~
bre un organismo es determinante para su maxima axpeesidén
biolégica, En los resultados we observa lo anterior, ya que
cuando se examiné la temperatura de 22,5°C en relacién a la
concentracisén de 33°/,, mantenids para los ensnyos de tempa-
ratura, se obtuvo el miximo valoy en densidad de la microal-
ga, el cual fué de 65.22x104 cdlulan/ml, (Se debe considernr
ademds qus la concentracién da 33°/,, as muy cercana a lo
que presentd la mayor densidad, que fud de 30°/,, con un va=
lor de 46.5x10% células/al.).

Aafl, ea bastante probable que ajustande los valores &p-
timop de temperaturn y solinidad obtenidos a otros valores
dptimon de pardmetros no contemplados en el pieuentn traba~
Jo, como pl, iluminacidn, etc.,, ae obtenga una mayor produce
eidn,

Por lo anterior, el algn Tetraselmin np, ee considera
como un organismo suritérmico y eurihislino, yu que en loa
resultadon obtenidon en eate estudio ey evidente que an to-
das las concentraciones de sulinidad y gradientes de tempera=-
tura presenté crecimiento, confirmfndoss lo obmervade por O~
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kauchi y Fuwiueho (1984). Esto la coloca como un orgapnismo en
potencia pera ser aprovechado en diferentes actividades co-
mo: tratamiento de aguas negras, renovacidén de agua, reciolg
Jje de nutrientes, alimontacidn humana, bioconversidn de ener
gla solar (Goldman, 1978) y acuicultura (Regan ¢ Ivancic,
1983; Griffith et al, 1973). En acuicultura es indispensable
destacar que silendo un organismo vivo con alto nivel protel-
co (Tobfas-Quintino y Villegana, 1982), se evita el proporcio
nar dietas preparadas que tengan que reunir caracterfsticas
tan paculiares como el conservar su textura el tiempo sufie
clente para cer captado por los organisuos en cultivo (Zein-
Eldin, 1973; Grajcer y Neal, 1972).
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

1., Bn todoas los pardmetros estudiados tanto de tempera-
tura como de salinidad se presentd crecimiento de Tetrasel-
,mis ap,, o cual la coloca como un organismo suritérmico y
eurihialino,

2, Bl andlisia del contraste de hipétesis practicado a
los resultadoe obtenidos en los experimentos de asalinidad y
temperatura en base a los promedios de los conteos diarios,
maestre que existe diferencia mignificativa entre las medias
de temperatura y salinidad. Se concluye asimismo que tanto
lae temperaturas en relacién con las salinidades tienen un
efecto de varincidn reflejada en laa diferentes densidades
obtenidas pura éatos.

3. Del andlisis de varianza realizado para comparar los
resultados obtenidos en los experimenton de temperatura en
base a lona promedics de los conteos diarioo, se concluye que
existe una ligera diferencia significativa entre todes los
gradientes estudiados y la confiabilidad de los datos se
demuestra al observar que cada gradiente varfa en densidad
@ incluso en la duracidén del ciclo de vida pura lop valores
mde altoa (27.5° y 30°C).

4, Para los resultados obtenidos en los experimentoa ds
palinidad en base a los promedios de los conteos diarios, el
andlisls de varicnza concluyd que existiendo una diferencia
significativa conaideruble entre todas las concentraciones
estudiadas, la confiabilidad de los datos me compruebs ul
obgervar que cada concentracidn varfa en densidad y duracién
de ciclo de vida para lon velores mda bajoa (%, 10 ¥ 159/ 0000
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5. La prueba de Tukey reaslizada para los valores prome-
dios de palinidad durante el quintoe dfa de incubacidén, esta-
blecid qus no presentando 25, 30°/,, y. el grupo control
(33°/,,) diferencia significativa, se considera este rango de
salinidad como el optimo para estimular el crecimiento de
Tetrapelmis sp,

6, Para lon valores promedio de temperatura durante el
adptimo dfa de incubacidn la prueba de Tukey muestra que los
aradisntes de 20°, 22.5°, 25° y el grupo control (28%2°¢),
no presentan diferencia significativa considerandose ests
rango como el éptimoc para el desarrollo de la microalga en
estudio,

7. La ecuacidn de lu regreasidn obtenida pura el gradien-
te de temperuturd de 22,5°C {Ye= 18,71 + 5,22 x), coincide
con el coeficiente de correlacidn (c= ,896) ocbtenido, demos=
trando que existe relacidn lineal creciente entre la varia=
ble dependiente {tiempo en dfas) y la variable independien=
te (dennidad). El aumento en densidad de la microalga va en
relacién directa con el tiempo. Y para comprobar el efecto
de otros factores sobre la densidad (excluyendo el tiempo),
el coeficiente de determinacidn obtenido (C.D.= B0, 28%)
demuestru que el 19,72% de la respussta do lu denaidad fué
debido a otros factores como: iluminacién, nutrientes, ine
terrelacidn con bacterias, pH, los cuales llegan & ser una li=
nitante para el crecimiento.

: 8, Para la concentracién de 30°/,, de salinidad el coe-
ficiente de correlacién (ra .899) y la ecuacidn de la re=-
grasidén para enta {Yc= 27,46 + 3,12 x) demostraron tambidn una
relacién lineal entrs la vuriable dependiente {tlempo en

dfas) y la variable independiente(densidad). Bl coeficlente

de determinacidén (C.D.= 80.98%) demostré que el 19,02% de la



rospuesta de la densidad fué debido a factoren aJenoa al gwn
fecto de la variable X (tiempo), como el pH, iluminacidn,
nutrientes,

9, Bl andlisin de varianza aplicado entre los valores
éptimos de salinidad y temperutura obtenidos (30°/,, y
22,59C respectivamente) esatablecid que no encontrando di-
ferencia significativa entre 106 pardmetros estudiados, se
sugiere que conjugando estoa dos valores de temparatura y
salinidad en un estudic de crecimiento, la densidad alcan-
zada para la microulga debe ser mayor, Y mucho mayor si
ademdn se toman en cuenta los valores dptimos para otros
factores como pH, ilumlnacidn, nutrientes,

10. La realizacién del andlieis de correlacidn para
los valores &ptimos obtenidos para salinidad y temperatura
(30“/,. Yy 22.59C reapectivamente) demuestra gue existe
una relacidn positivamente alta entre los valoree tratados,
Nuevamgnte sa sugiere la conjugacidén de los 2 vulores en
un estudio de crecimiento }uru la obtencién de una mayor
densidad para Tetraselmis sp.

11, la facilidad de cultivo y gran produccién masiva
de la microalga estudiada junto con la eficiencia del medio
nutritivo modificado utilizado, hacen de Tetranselmis ap,
una fuente de amplios rendimientos en laa actividades sus-
ceptibles a utilizarse.
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CAPITULO VII
RESUMEN

Se examinaron varios niveles de salinidad y temperatura
osobre el desarrollo masivo de la micronlga Tetraselmias op, a
fin de obtener su 6ptimo crecimiento,

Se conutruyd una incubudors de esapuma de poliuretano
con 8l objeto de mantener constantes los valores de los
pardmetros eotudiados,

Las concentraciones de salinidad examinudas fueron:5,
10, 15, 20, 25 y 309/,, (ppm). mientras que los gradientes
de temperaturs estudiados fueron los siguientes: 20, 22,5,
25, 27.5 y 30°C, Todus las pruebas se realizaron. por tri-
plicado y con grupo control.

Los resultadon de lou experimentos de ealinidad fueront
a 25°/,, la mda alta densidad de 45,83x10% cél/ml, fué
encontrada durante el quinto dia} el mejor crecimiento a
30°/,, de 146.5x10% cé1./n1. y del grupo control (33%/,,)
de 37.16x10%61/m1., fueron ulcanzadup tambidn durante el
quinto dfa., Los andlipis estadisticos no mostraron diferen=-
cia significativu, lo que quiere decir que 8l range concen=-
tracién arriba mencionado puru la salinidad, representan el
nivel éptimo de crecimianto.

Por otro lado, los ensayos de temperatura moatraron que

los gradientes de 209, 22,59, 25° y 28%20C del grupo control,
no demostruron diferencia significativa; encontrandose ade~
mds la mdxime densidad al odptimo dfs de incubacidn (64,05
x104, 65.22x10%, 48.99x10% y 53.99x10% cé1./ml). Fote rango
de temperatura representa el nivel éptimo de crecimiento

para Tetrunelmis sp,
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